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Durante o processo de reparo ósseo, cerca de 5 a 20% dos casos podem culminar em um 
processo de consolidação anormal e resultar em um atraso na consolidação ou não união óssea. 
Uma vez este quadro instalado, pode gerar prejuízos na qualidade de vida destes indivíduos, 
altos índices de morbimortalidade e elevados custos ao sistema de saúde. Desta forma, se faz 
necessário a investigação de tratamentos que apresentem potencial osteogênico e que tenham a 
capacidade de acelerar o processo de reparo ósseo. Dentre estes recursos, pode-se evidenciar a 
aplicação de biomateriais, por exemplo, os materiais bioativos, como o biovidro e a utilização 
de polímeros, como o colágeno. Além disso, a fotobiomodulação também é amplamente 
utilizada para acelerar o metabolismo ósseo e a associação deste recurso com os biomateriais 
vem sendo investigada por alguns autores. No entanto, ainda há uma escassez de estudos que 
abordem esta associação e os estudos existentes apresentam alguns resultados controversos. 
Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar através de um estudo in vivo, os efeitos 
destes biomateriais associados ou não à fotobiomodulação, no reparo de defeitos ósseos críticos 
induzidos em calota craniana de ratos. Para isto, foram utilizados 60 ratos wistar, submetidos 
ao procedimento cirúrgico para realização dos defeitos ósseos na calota craniana e 
randomizados em 6 grupos: Grupo Controle (GC); fotobiomodulação (PBM); biovidro (BG); 
biovidro/fotobiomodulação (BG/PBM); biovidro/colágeno (BG/COL) e 
biovidro/colágeno/fotobiomodulação (BG/COL/PBM). Os animais foram eutanasiados 45 dias 
após a realização dos defeitos ósseos. Foram realizadas as seguintes análises: histológica, 
morfométrica e imuno-histoquímica. Os resultados demonstraram que a PBM foi capaz de 
estimular o processo de reparo ósseo. As amostras de BG/COL e BG/COL/PBM apresentaram 
maior taxa de degradação do biomaterial quando comparadas com BG e BG/PBM. Ainda, a 
associação dos tratamentos (biomaterial e PBM) não demonstrou potencializar os efeitos 
osteogênicos. Os grupos que receberam implantes de biomateriais, associados ou não à PBM, 
apresentaram uma maior imunoexpressão para os marcadores Runx-2 e Rank-L quando 
comparados com o GC e PBM. Concluiu-se que a PBM contribui para o reparo ósseo e os 
implantes de biomateriais são uma alternativa promissora para casos de difícil consolidação 
óssea. Em adição, a associação dos materiais à PBM não apresentou nenhuma interferência 
significativa. 
 
Palavras-chave: regeneração óssea, substitutos ósseos, materiais biocompatíveis, colágeno, 

















During the bone healing process, about 5 to 20% of the cases can culminate in an abnormal 
consolidation process and result in a delay in bone union or non-union. Once this framework is 
installed, it can generate losses in the quality of life of these individuals, high morbimortality 
rates and high costs to the health system. Thus, it is necessary to investigate treatments that 
present osteogenic potential and that have the capacity to accelerate the process of bone healing. 
Among these resources, it is possible to show the application of biomaterials, for example, 
bioactive materials, such as Bioglass and the use of polymers, such as collagen. In addition, 
photobiomodulation is also widely used to accelerate bone metabolism, and the association of 
this resource with biomaterials has been investigated by some authors. However, there is still a 
shortage of studies investigating this association and the existing studies present some 
controversial results. Thus, the objective of the present study was to evaluate, through an in 
vivo study, the effects of these biomaterials, associated or not with photobiomodulation, in the 
repair of critical bone defects induced in the calvarial of rats. To investigate this, 60 wistar rats 
were submitted to a surgical procedure to produce the bone defects in their skull bone and were 
randomized into 6 groups: Control group (GC); photobiomodulation (PBM); bioglass (BG); 
bioglass/photobiomodulation (BG/PBM); bioglass/collagen (BG/COL) and 
bioglass/collagen/photobiomodulation (BG/COL/PBM). The animals were euthanized 45 days 
after the procedure. The histological, morphometric and immunohistochemical analyzes were 
performed. The results demonstrated that PBM was able to stimulate the bone repair process. 
The samples of BG/COL and BG / COL/PBM demonstrated a higher rate of degradation of the 
biomaterial when compared to BG and BG/PBM. Moreover, the association of treatments 
(biomaterial and PBM) did not increase the osteogenic effects. The groups that received 
implants of biomaterials, associated or not to PBM, presented a higher immunoexpression for 
Runx-2 and Rank-L in comparison to GC and PBM. It was concluded that PBM contributes to 
bone repair and biomaterial implants are a promising alternative for cases with problems in 
bone consolidation. In addition, the association of materials to PBM did not show any 
significant interference. 
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O osso é um tipo de tecido conjuntivo especializado, dinâmico, vascularizado, que 
apresenta diversas funções como suporte do corpo, proteção de órgãos vitais e ainda é capaz de 
armazenar componentes minerais, como cálcio e fosfato (JUDAS et al., 2012). Trata-se de uma 
estrutura rígida com capacidade de suportar inúmeros impactos, no entanto, este tecido pode 
sofrer fraturas, quando colocado sob uma tensão maior que sua resistência possa suportar. Estas 
fraturas acarretam dor, aumento da sensibilidade e perda da função (DUTTON, 2006). Ainda, 
as fraturas podem refletir em altos gastos. No Brasil as despesas públicas com internações 
resultantes de fraturas são de 58,6 milhões de reais (CUNHA et al., 2008).  
Em adição, o tecido ósseo apresenta uma capacidade de se renovar constantemente 
através de um processo denominado de remodelação. Verifica-se que os osteoblastos e 
osteoclastos são as principais células envolvidas na remodelação óssea, estes são responsáveis 
pela formação e reabsorção óssea, respectivamente (VALENTINI et al., 2016).  
O processo de reparo ósseo pode ser realizado por duas diferentes vias, sendo estas 
ossificação endocondral e ossificação intramembranosa (RUNYAN e GABRICK, 2017). A 
ossificação endocondral é responsável por grande parte dos processos que ocorrem durante a 
consolidação nos ossos do esqueleto vertebrado (RUNYAN e GABRICK, 2017), sendo 
predominante, por exemplo, em ossos longos, no qual a partir da resposta inflamatória 
decorrente da fratura ocorre o recrutamento de células inflamatórias, fatores de crescimento e 
estímulo da angiogênese (MARSELL e EINHORN, 2011). A resposta inflamatória acarreta 
também o recrutamento de células-tronco mesenquimais que se diferenciam em condrócitos, 
responsáveis pela formação do calo mole, rico em colágeno e proteoglicanos (SCHINDELER 
et al., 2008; RUNYAN e GABRICK, 2017; SHAHI et al., 2017). O calo mole funciona como 
molde para a deposição de tecido ósseo, que ocorre a partir do recrutamento de mais células-
tronco, após, diferenciação e proliferação de osteoblastos, responsáveis pela mineralização da 
região periférica do calo ósseo (SCHINDELER et al., 2008; RUNYAN e GABRICK, 2017). 
Além disto, sabe-se que a vascularização deste local é fundamental para a neoformação óssea. 
Assim, o aumento de novos vasos, através da estimulação dos fatores angiogênicos, reflete 
diretamente no aumento da formação óssea (SCHINDELER et al., 2008). Por fim, o calo ósseo 
cresce e é remodelado pela ação dos osteoclastos (MURAO et al., 2013; RUNYAN e 
GABRICK, 2017). 
Já a osteogênese em ossos planos, incluindo os ossos do crânio, é regida principalmente 
pelo processo de ossificação intramembranosa (VALENTI et al., 2016), que ocorre de forma 
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semelhante ao processo endocondral, com exceção da formação de cartilagem, tendo a 
diferenciação direta de osteoblastos decorrente de células-tronco mesenquimais recrutadas a 
partir da resposta inflamatória acarretada pela lesão e de fatores de transcrição, como o fator de 
transcrição relacionado ao runt-2 (Runx-2) (AI-AQL et al., 2008; VALENTI et al., 2016). Em 
adição, na ossificação intramembranosa os osteoblastos maduros podem ser aprisionados na 
matriz, transformando-se em osteócitos, estes são capazes de receber estímulos mecânicos, 
remodelar a matriz e contribuir para a manutenção da formação óssea (VALENTI et al., 2016).   
Ainda, apesar do tecido ósseo ter a capacidade de reestabelecer sua integridade por si 
só, 5 a 20% dos casos de fraturas podem culminar em problemas no processo de reparo, 
podendo resultar em um atraso na consolidação ou não união óssea (CALORI et al., 2007; 
EDDERKAOUI, 2017). A ocorrência destes casos reflete diretamente na perda da 
produtividade e independência do indivíduo (AARON et al., 2004; ZECKEY et al., 2011). 
Nos Estados Unidos são gastos cerca de 25 mil dólares para tratamentos de pseudoartrose, 
uma complicação decorrente de consolidação malsucedida (WIESE e PAPE, 2010).  
Diante deste contexto, diferentes recursos terapêuticos têm sido investigados na 
tentativa de prevenir e/ou minimizar o surgimento de complicações advindas do processo de 
consolidação anormal (HADJIARGYROU et al., 1998). Alguns recursos vêm apresentando 
resultados positivos na aceleração da consolidação de fraturas. Dentre estes, podem ser citados 
a aplicação de ultrassom terapêutico de baixa intensidade (COORDS et al., 2011), campos 
eletromagnéticos (JING et al., 2011) e aplicação de proteínas ósseas morfogenéticas (BMP) 
(SHYNG et al., 2010). Além destes recursos, recentemente vêm se destacando as propriedades 
osteogênicas da fotobiomodulação (PBM) (FERNANDES et al., 2013; TIM et al., 2013; 
PATROCÍNIO-SILVA et al., 2014; MAGRI et al., 2015) e de biomateriais, como os vidros 
bioativos e os polímeros (HADJIARGYROU et al., 1998; HENCH e POLAK, 2002; MOURA 




Biomaterial é um termo utilizado para definir um material que tem a capacidade de 
interagir com sistemas biológicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 
órgão ou função do corpo (AKTER, 2016). Juntamente com a engenharia tecidual, os 
biomateriais evoluíram e apresentaram diversos avanços, principalmente em relação a sua 
interação com o corpo humano. Esta melhoria permitiu que estes influenciassem processos 
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biológicos e estimulassem diretamente a regeneração tecidual. Ainda, a escolha dos 
biomateriais para a confecção dos compósitos (material formado a partir da adição de outros 
materiais) é baseada nas vantagens específicas de cada grupo, tais como, metálico, cerâmico e 
polimérico (O'BRIEN, 2011; AKTER, 2016).  
Os biomateriais apresentam características funcionais e estruturais promissoras para 
serem utilizados em diversas situações (AKTER, 2006; RIZWAN et al., 2017), como para 
acelerar a consolidação óssea em casos de fraturas (RIZWAN et al., 2017). Desta forma, a 
combinação de diferentes grupos de biomateriais para a confecção de compósitos pode ser uma 
intervenção eficaz, principalmente por agregar propriedades de cada material e garantir as 
vantagens da sua utilização. Desta maneira, a combinação de biomateriais como BG e COL 
pode ser uma alternativa inovadora para o tratamento de fraturas ósseas de difícil consolidação.  
 
1.1.1 Biovidro (BG) 
 
Os biovidros, componentes do grupo de biomateriais cerâmicos, são materiais altamente 
bioativos e possuem propriedades básicas exigidas pela engenharia de tecidos (HENCH e 
POLAK, 2002). Os vidros bioativos, quando em contato com o tecido biológico e na presença 
de fluídos corpóreos, desenvolvem uma camada de hidroxicarbonatoapatita (HCA) na sua 
superfície, promovendo uma ligação química extremamente forte entre o tecido e o implante, a 
qual imita o tipo de interface formada pelos processos naturais de reconstrução dos tecidos, 
além de ser química e estruturalmente equivalente à fase mineral do osso (XYNOS et al., 2000; 
HENCH e POLAK, 2002; HENCH et al., 2004). 
Dentre os materiais bioativos, o biovidro Bioglass 45S5, desenvolvido por Hench 
(2006), apresenta o maior índice de bioatividade, podendo induzir o crescimento ósseo três 
vezes mais rápido do que a hidroxiapatita (FUJISHIRO et al., 1997). Após a implantação do 
Bioglass 45S5, ocorre uma combinação de processos bioquímicos, ativados por proteínas e 
fatores de crescimento, desencadeando a cascata osteogênica e diferenciação celular, as quais 
conduzem o crescimento de tecido ósseo (ABOELSAAD et al., 2009; MARTIN e 
BETTENCOURT, 2018). Pesquisas demonstram que os produtos iônicos do Bioglass 45S5 são 
capazes de estimular a expressão de genes relacionados aos processos de diferenciação e 
proliferação de células da linhagem osteoblástica (XYNOS et al., 2000; HENCH, 2006), 
podendo assim, contribuir para a regeneração óssea.  
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Os efeitos do BG no processo de reparo ósseo são reportados em diversos trabalhos in 
vitro e in vivo (DAY, 2005; EL-GENDY et al., 2013; BELLUCCI et al., 2017; RAZAVI et al., 
2017). El-Gendy et al. (2013) investigaram os efeitos de scaffolds de BG (45S5) em células-
tronco humanas derivadas da polpa dental e notaram otimização na adesão celular, aumento da 
expressão gênica de fosfatase alcalina (ALP) e Runx-2, após duas semanas de cultivo e aumento 
do depósito de cálcio. Em adição, Xynos et al. (2001) observaram que produtos iônicos 
derivados da dissolução do BG foram capazes de afetar de maneira positiva marcadores que 
participam do metabolismo osteoblástico. 
Além disto, avaliou-se os efeitos do BG em um estudo in vivo, após 30 dias da 
implantação do biomaterial nos locais onde ocorreram a extração de dentes pré-molares, no 
qual, constatou-se sua capacidade em favorecer o processo de reparo ósseo, mostrando maior 
quantidade de tecido conjuntivo e de tecido ósseo neoformado em relação ao grupo controle 
(RAZAVI et al., 2017). Bellucci et al. (2017), utilizando um modelo de defeito ósseo no fêmur 
de coelhos, evidenciaram que o BG possui propriedades osteoindutora e osteocondutora e é 
capaz de aumentar a deposição de tecido ósseo neoformado com fibras de colágeno mais 
organizadas. 
Ainda que com o aumento das propriedades osteogênicas do biovidro, considera-se que 
a adição de um componente da matriz extracelular orgânica, como colágeno, poderia favorecer 
a diferenciação de células osteogênicas, constituindo uma ótima estratégia principalmente por 
mimetizar a composição e estrutura do osso humano. Além disso, há evidências de que a 
combinação desses materiais, é capaz de fortalecer a bioatividade da interface implante/tecido 
durante a formação da camada de HCA, tornando esta ligação altamente resistente (OREFICE 
et al., 2009). Assim, a adição de COL ao BG contribuiria para uma estratégia promissora para 
aplicações na engenharia do tecido ósseo. 
 
1.1.2 Colágeno (COL) 
 
O COL é a proteína mais comum encontrada no corpo humano e o principal componente 
da matriz orgânica do tecido ósseo (O'BRIEN, 2011; OH et al., 2014). Ainda, o COL fornece 
força e estabilidade estrutural para diversos tecidos do corpo, incluindo pele, vasos sanguíneos, 
tendão, cartilagem e osso (KROON, 2010; KWAK, 2013). Adicionalmente, esta proteína tem 
chamado muita atenção nas aplicações clínicas por apresentar biodegradabilidade, 
17 
 
biocompatibilidade, propriedades hemostáticas, baixa resposta inflamatória e permitir a adesão 
celular (SARKER et al., 2015). 
Além disto, é evidenciado que no tecido ósseo implantes de colágeno favorecem o 
processo de diferenciação de células progenitoras em osteoblastos (SUN et al., 2014). Este fato 
ocorre principalmente pelo colágeno influenciar a expressão de proteínas ósseas 
morfogenéticas, sialoproteínas ósseas, osteopontina, dentre outras células osteogênicas (KIM 
et al., 2007), sendo um dos melhores portadores de proteínas de crescimento ósseo devido sua 
alta versatilidade e biocompatibilidade (SAITO et al., 2013). 
 Estudo realizado por Sun et al. (2014) constatou que scaffolds de colágeno promoveram 
uma maior expressão de Runx-2 e osteocalcina em cultura de células osteoblásticas. Ainda, a 
performance do COL em defeito crítico na calvária de ratos foi investigada durante o período 
de 30 dias, concluindo que esponjas de COL são adequadas para estimular a osteogênese em 
reparo ósseo craniano (MUNHOZ et al., 2018). Em adição, Wheeler et al. (2013) constataram 
que compósitos de elastina-bioglass-colágeno viabilizaram a ALP em cultura de células 
osteoblásticas. 
Sendo assim, novos desafios na engenharia de tecidos e biotecnologia estão sendo 
impostos pelo desenvolvimento de materiais com propriedades osteogênicas associadas à uma 
adequada biodegradabilidade, criando então um ambiente favorável ao processo de reparo 
ósseo. Apesar dessas características, acredita-se que, a utilização desses em associação de 
recursos físicos com potencial osteogênico, possa constituir com uma terapêutica mais eficaz 
para o tratamento de fraturas de difícil consolidação. Dentre esses recursos, podemos destacar 
a fotobiomodulação. 
 
1.2 Fotobiomodulação (PBM) 
 
A PBM é um tipo de tratamento que utiliza a irradiação com luz de baixa intensidade. 
Esta modalidade é caracterizada pela emissão de luz monocromática e coerente que engloba 
uma faixa de comprimento de onda, no espectro eletromagnético, de 660 a 905 nm (COTLER 
et al., 2015). Sabe-se que a PBM é capaz de estimular o metabolismo celular (KARU, 1989; 
HUANG et al., 2009). O mecanismo de ação responsável por esta resposta se concentra na 
unidade IV da mitocôndria, mais especificamente no citocromo C oxidase, capaz de converter 
energia luminosa em energia química, que por sua vez, estimula a produção de adenosina 
trifosfato (ATP), diminui os níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) (radicais livres) e 
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também estimula fatores de transcrição (KARU, 1989; HUANG et al., 2009). Ainda, existem 
alguns aparelhos responsáveis pela emissão de luz, dentre estes pode-se destacar o laser 
terapêutico de baixa intensidade (LLLT) (HAMBLIN, 2016). Desta forma, os efeitos 
benéficos da PBM têm sido bem elucidados em diversas desordens musculoesqueléticas 
(BOSSINI et al., 2009; ASSIS et al., 2013; SHEN e YANG e LIU, 2013), incluindo as 
repercussões no tecido ósseo (FÁVARO-PÍPI et al., 2011; PATROCÍNIO-SILVA et al., 
2014; SARVESTANI et al., 2017). Estes efeitos osteogênicos são evidenciados tanto em 
trabalhos in vitro como em in vivo. Estudos validam que a PBM acelera reações bioquímicas, 
aumenta a proliferação e atividade celular e estimula a neovascularização (RENNO et al., 
2007; ASSIS et al., 2013; BARBOSA et al., 2013).   
Trabalho realizado por Huertas et al. (2014) demonstrou que o LLLT (940 nm; 70 mW; 
2, 3, 4 e 5 J) é um potente recurso para estimular osteoblastos, podendo contribuir assim com o 
processo de reparo ósseo. Ainda, há um estudo que relatou o potencial do LLLT no processo 
de proliferação e diferenciação de células osteoblásticas e os autores constataram que o 
tratamento com LLLT (659 nm; 130 mW; 1 e 3 J/cm²) foi capaz de estimular a proliferação 
celular, aumentar a atividade da fosfatase alcalina e deposição de cálcio (BLOISE et al., 2013).  
Efeitos positivos da PBM também são apresentados em estudos in vivo. Medalha et al. (2016) 
concluíram que o uso do LLLT (808 nm; 30mW; 100 J/cm²) é capaz de acelerar a deposição e 
organização de tecido ósseo neoformado. Já o estudo realizado por Fernandes et al. (2013) 
evidenciou que o tratamento LLLT (808 nm; 30 mW; 100 J/cm²) foi capaz de aumentar a 
expressão de importantes marcadores ósseos como fator de transcrição relacionado à Runt 2 
(Runx-2), fosfatase alcalina e osteocalcina durante o processo inicial de consolidação óssea. 
Em adição, Tim et al. (2014) observaram os efeitos benéficos do LLLT (830 nm; 100 mW; 120 
J/cm²) através do aumento da produção de proteína morfogenética tipo 9 (BMP-9) e Runx-2, 
após 30 e 45 dias de tratamento, respectivamente.  
 
1.3 Biomateriais e fotobiomodulação 
 
A partir dos efeitos promissores dos biomateriais e da PBM no processo de reparo ósseo 
explanado acima, acredita-se que a ação destes recursos pode se somar e contribuir ainda mais 
para acelerar o processo de reparo de fraturas de difícil consolidação. Dessa forma, alguns 
pesquisadores têm investigado estes efeitos com o intuito de propor uma intervenção terapêutica 
inovadora (ABOELSAAD et al., 2009; RENNÓ et al., 2010; PINTO et al., 2013; de 
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OLIVEIRA et al., 2017; FERNANDES et al., 2017). 
Rennó et al. (2010) evidenciaram que a associação do LLLT (830 nm; 30 mW; 10 J/cm²) 
e Biosilicato® promoveu uma redução da proliferação de células osteoblásticas. Ainda, um 
estudo realizado por Pinto et al. (2013) demonstrou que a associação do Biosilicato® e LLLT 
não apresentou um efeito satisfatório, sugerindo que o LLLT não tenha sido capaz de modular 
as propriedades do Biosilicato®. No entanto, Fernandes et al. (2017) comprovaram que a 
associação de LLLT (830nm; 30mW; 30J/cm²) e compósitos de Biosilicato®/PLGA em um 
defeito ósseo na tíbia em ratos aumentou a viabilidade dos osteoblastos e estimulou a formação 
óssea e a degradação do material.  
AboElsaad et al. (2009) utilizaram uma associação de LLLT (830 nm; 40mW; 3 J/cm²) 
e vidro bioativo durante o processo de reparo ósseo de ratos e constataram que esta associação 
foi capaz de acelerar o processo de consolidação óssea. Ainda, estudo demonstrou que o 
tratamento associado de LLLT (780 nm; 50mW; 120 J/cm²) e implantação de scaffolds de 
colágeno em reparo ósseo de defeito crítico de calota craniana de ratos foi capaz de aumentar a 
expressão de fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2) e de osteocalcina (de OLIVEIRA 
et al., 2017).  
Diante do contexto explanado, torna-se evidente que fraturas de difícil consolidação e 
defeitos ósseos de grande extensão estão associadas a uma substancial incapacidade física para 
os indivíduos acometidos.  Assim, a realização de estudos que objetivam o desenvolvimento de 
tratamentos que favoreçam o reparo ósseo e minimize o tempo de consolidação é de extrema 
importância. 
Existem claras evidências de que os biomateriais e a PBM são eficazes em estimular 
células osteogênicas e permitir uma aceleração no processo de reparo. No entanto, apesar destas 
evidências, há uma escassez na literatura de estudos que abordem a associação dos biomateriais 
e da PBM. Ainda, alguns trabalhos existentes na literatura apresentam achados controversos. 
Desta forma, se faz necessária a realização de estudos detalhados que verifiquem os efeitos da 
associação dos biomateriais e PBM. 
Espera-se que com o presente estudo a associação do BG/COL e da PBM, promova o 
aumento do potencial osteogênico e otimize o processo de consolidação ósseo, com o intuito 







Avaliar, através de testes in vivo, os efeitos dos biomateriais BG e COL associados ou 





















3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Os experimentos foram realizados no laboratório de Biomateriais e Engenharia de 
Tecidos (LaBETec) do Departamento de Biociências da Universidade Federal de São Paulo 
(UNIFESP - Campus Baixada Santista). Os estudos foram conduzidos conforme o Guia de 
Cuidados e Uso de Animais de Laboratório. Vale ressaltar que este projeto foi submetido ao 






O BG foi obtido a partir de 98% de sílica mineral, em pó, purificada com ácido 
clorídrico quente (P.A., Merck, Darmstadt, Alemanha), filtrada (filtro de papel, Whatman 40) 
e lavada cerca de 30 vezes com água destilada em ebulição para eliminação de impurezas 
(R2O3) e analisadas para garantir 99,5% de pureza. Logo após, foram utilizados os seguintes 
reagentes, grau analítico: hidróxido de sódio, óxido de cálcio e fosfato de sódio. Os reagentes 
químicos foram pesados e misturados por 30 minutos em uma garrafa de polietileno. Esta pré-
mistura foi derretida em um cadinho de alumina a uma temperatura de 1500ºC (Forno super 
kanthal vertical Lindberg Blue - EUA). O tempo de fusão foi fixado em 2 h. As amostras 




COL do tipo 1 foi extraído a partir de osso bovino, sendo este fornecido pela empresa 
Consulmat (São Carlos, Brasil). Amostras de matriz óssea bovina foram submetidas ao 
processamento padrão de desmineralização com ácido clorídrico (HCl) e seguido da dissolução 
do COL do osso cortical em 0,5 M de ácido acético (C2H4O2) à 40ºC, após o pH foi ajustado 





3.2 Preparação das amostras 
 
Foram preparados os seguintes implantes: BG e BG/COL (Tabela 1). A confecção das 
amostras foi realizada através da mistura do material dentro de uma seringa de 2 ml (BD 
Plastipakt, Becton Dickison S. A., Madri, Espanha) fechada com uma ponteira. Em seguida, 
esta seringa foi colocada em um aparelho amalgamador (Silamat® S6, Ivoclar Vivadent, 
Amherst, EUA) sob agitação por 20 segundos. Após esta etapa, 2% de Na2HPO4 foi 
adicionado na seringa e foi novamente agitada por 20 segundos. Seguindo, os biomateriais 
foram injetados em moldes de teflon (5 mm de diâmetro e 1 mm de espessura). As amostras 
foram secas, overnight, em temperatura ambiente, removidos dos moldes e esterilizados com 
óxido etileno (Aceil, Campinas, SP, Brasil).  
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3.3 Estudo in vivo 
 
Neste trabalho foram utilizados 60 ratos machos da linhagem wistar, com três meses de 
idade e peso corporal médio entre 300-350 gramas no início do experimento. Os animais foram 
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais – CEDEME da 
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e foram mantidos na Guarda de Animais da 
UNIFESP – Campus Baixada Santista. Os animais foram alimentados com ração comercial e 
água à vontade, mantidos em regime de luz (12 horas claro e 12 horas escuro) e temperatura 
controlada a 22 ± 2o C. Todos os animais foram submetidos à cirurgia para a confecção de um 
defeito ósseo na calota craniana (descritos na sessão 3.3.2). Foram seguidos os princípios éticos 





3.3.1 Grupos experimentais 
 
Os 60 animais foram pesados e distribuídos, aleatoriamente, nos seguintes grupos (com 
10 animais cada): 
• GC: Os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento para realização de um 
defeito ósseo na calota craniana e não receberam nenhum tipo de intervenção. 
• PBM: Os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento para realização de 
um defeito ósseo na calota craniana e receberam aplicação de PBM (808 nm; 100 mW; 
30 J/cm²). 
• BG: Os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento para realização de um 
defeito ósseo na calota craniana e receberam implantes de BG. 
• BG/PBM: Os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento para realização 
de um defeito ósseo na calota craniana e receberam implante de BG e aplicação de 
PBM (808 nm; 100 mW; 30 J/cm²). 
• BG/COL: Os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento para realização 
de um defeito ósseo na calota craniana e receberam implantes de BG/COL. 
• BG/COL/PBM: Os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento para 
realização de um defeito ósseo na calota craniana e receberam implantes de BG/COL e 
aplicação de PBM (808 nm; 100 mW; 30 J/cm²). 
 
3.3.2 Procedimento cirúrgico 
 
Para a realização do defeito ósseo, inicialmente, os animais foram anestesiados, via 
intraperitoneal, com uma combinação de cetamina (80 mg/kg), xilazina (8 mg/kg), 
acepromazina (1 mg/kg) e fentanil (0,05 mg/kg). Após, os animais passaram pelo processo de 
tricotomia e assepsia do local a ser operado. Em seguida, foi realizada uma incisão na pele e 
periósteo e o crânio exposto. Assim, um defeito ósseo de 5 mm de diâmetro foi realizado na 
região parietal usando uma broca odontológica tipo trefina da marca WMA - Brasil, com 2 
cm de comprimento, 4 mm de diâmetro e acionada por um micromotor da marca BELTEC – 
Brasil, com rotação de 13.500 rpm, sob irrigação constante com solução salina para evitar 
queimadura do tecido ósseo. Após, foi realizada a colocação dos implantes justapostos ao 
defeito ósseo, de acordo com cada grupo.  Posteriormente, o periósteo foi suturado com fio 
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reabsorvível (Vicryl® 5-0, Johnson & Johnson, St.Stevens-Woluwe, Bélgica) e a pele 
suturada com fio nylon (Agraven®; InstruVet BV, Cuijk, Holanda) (Figura 1). Logo após o 
procedimento cirúrgico foi realizada uma aplicação de maxican (2 mg/kg) e cefalotina (60 
mg/kg). Os animais foram alojados, quatro por gaiola, e a ingestão de água e alimentos foi 
monitorada no período pós-operatório inicial. Além disso, os animais foram observados para 
verificar se estes apresentavam sinais de dor, infecção e atividade locomotora adequada.  
 
 
Figura 1. Esquema representativo das etapas cirúrgicas para confecção do modelo de defeito ósseo na calvária 
de ratos. 
 
3.3.3 Aplicação da fotobiomodulação 
 
Para os grupos irradiados, foi utilizado o aparelho portátil de LLLT (Photon laser III, 
DMC® equipamentos Ltda, São Carlos, SP, Brasil), semicondutor arseneto de gálio e alumínio 
(GaAlAs) diodo, com comprimento de onda de 808 nm, emissão contínua, potência de saída de 
100 mW, área do feixe de 0,028 cm², irradiância de 3,57 W/cm², dose de 30 J/cm², energia de 
irradiação pontual de 0,84 J e tempo de irradiação de 8 segundos (Tabela 2).   
O tratamento com PBM iniciou imediatamente após a realização do defeito ósseo. A 
frequência de aplicação consistiu em 3 vezes por semana, dias alternados, durante 45 dias, 
totalizando 18 sessões de tratamento. Durante as aplicações, foi adotada a técnica pontual em 
contato, sendo a caneta do equipamento posicionada perpendicularmente ao tecido e as 











Tabela 2. Parâmetros de aplicação da PBM 
Parâmetros PBM 
Comprimento de onda 808 nm (infravermelho) 
Tipo de emissão Contínua 
Potência de saída 100 Mw 
Área do feixe 0,028 cm² 
Densidade de potência 3,57 W/cm² 
Densidade de energia 30 J/cm² 
Energia por ponto 0,84 J 
Tempo de irradiação 8 s 





Os animais sofreram eutanásia por meio de overdose de anestésicos, injeção 
intraperitoneal de cetamina (240 mg/kg) e xilazina (24 mg/kg) ao 45º dia pós-operatório. 
Imediatamente após, foi realizada a ressecção cirúrgica completa da calota craniana para 




3.4.1 Análise histológica 
 
Os animais tiveram a calota craniana dissecada, fixada em formalina tamponada a 10% 
por 48 horas e submetida à descalcificação em solução descalcificadora de EDTA e incluídas 
em parafina por aproximadamente 30 dias, para posterior processamento histológico. Foram 
confeccionadas lâminas com cortes semi-seriados de 5 µm de espessura utilizando micrótomo 
(Leica Microsystems SP 1600, Nussloch, Alemanha) e estas foram corados com hematoxilina 
e eosina (HE) e analisados através de um microscópio óptico (Leica Microsystems AG, 
Wetzlar, Alemanha). Foi realizada uma análise qualitativa das lâminas dos grupos: GC, PBM, 
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BG, BG/PBM, BG/COL e BG/COL/PBM, através da descrição morfológica do defeito e que 
cumpriu os seguintes critérios: presença de processo inflamatório, tecido de granulação, 
neoformação óssea e degradação do material. 
 
3.4.2 Análise morfométrica 
 
Para a realização desta análise, foram utilizadas lâminas coradas com HE e utilizado o 
Sistema OsteoMeasure de análise de imagem semiautomático (Osteometrics, Atlanta, GA, 
USA). Ainda, parâmetros estruturais foram realizados para informar a estrutura óssea e o 
volume do biomaterial residual no defeito. Todas as amostras foram quantificadas 
separadamente para cada amostra, a fim de comparar os grupos experimentais. Para isso, 
utilizou-se os seguintes parâmetros: fração de volume ósseo (BV/TV, %), número de 
osteoblastos por área de tecido (N.Ob/T.Ar, /mm²), porcentagem de superfície óssea ocupada 
por osteoblastos (Ob.S/BS, %), e fração de volume de biomaterial (BM.V/TV, %). Além disso, 
a análise foi realizada por um observador experiente, de forma cega. 
 
3.4.3 Análise imuno-histoquímica 
 
A análise imuno-histoquímica foi realizada com o objetivo de verificar a 
imunomarcação de Runx-2 e Rank-L. Para isto, as amostras foram fixadas em formalina 
tamponada 10% por 48 horas e após descalcificadas utilizando EDTA por aproximadamente 
45 dias e submetidas ao processamento de inclusão em parafina histológica. A partir disso, 
foram obtidos cortes histológicos de 3 μm de espessura. Em seguida, as lâminas foram 
desparafinizadas, hidratadas e, após, realizado o processo de bloqueio da peroxidase 
endógena. Após, as lâminas foram incubadas com anticorpo primário anti-Runx-2 (1:300) 
(Santa Cruz Biotechnology, EUA) e anticorpo primário anti-Rank-L (1:300) (Santa Cruz 
Biotechnology, USA) por 24 horas. Seguindo, os cortes foram incubados com anticorpo 
secundário por 30 minutos e revelados com DAB (3,3 diaminobenzidina – Sigma Chemical). 
Por último, as lâminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris (Merck). Para 
confirmação dos resultados, alguns cortes foram submetidos ao mesmo tratamento omitindo-
se somente com os anticorpos primários, estes cortes serviram como controle negativo das 
reações. Ainda, as lâminas foram analisadas utilizando um microscópio de luz (Leica 





3.4.3.1 Análise qualitativa 
 
As análises qualitativas das lâminas foram realizadas por um observador experiente e 
de forma cega. Foi realizada uma descrição das estruturas imunomarcadas, quando presente. 
 
3.4.3.2 Análise semi-quantitativa 
 
As análises semi-quantitativas foram realizadas por um observador cego experiente. A 
partir de uma padronização dos escores (1 = ausente; 2 = leve; 3 = moderado e 4 = intenso), 
estes foram adotados com base nos seguintes critérios: 1 - quando não havia imunomarcação, 
2 - a quantidade de tecido imunomarcado variava de 1 a 35% na região do defeito ósseo, 3 - a 
quantidade de tecido imunomarcado variava de 36 a 65% na região do defeito ósseo e 4 - a 
quantidade de tecido imunomarcado variava de 66 a 100% na região do defeito (TIM et al., 
2013). 
 
3.4.4 Análise estatística 
 
Os dados foram analisados e os valores expressos em média e desvio padrão. Na análise 
estatística, a distribuição das variáveis foi testada utilizando o teste de normalidade 
ShapiroWilk. Para as variações classificadas dentro da distribuição normal (paramétricas) foi 
utilizado o teste ANOVA one-way com post-hoc de Tukey. Para as variações classificadas não 
paramétricas foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn. O nível de 
significância adotado foi de 5% (p ≤ 0,05). Todas as análises foram realizadas no programa 










4.1 Análise histológica 
 
A visão geral das amostras histológicas dos grupos experimentais GC, PBM, BG, 
BG/PBM, BG/COL e BG/COL/PBM estão representadas na Figura 2. Foi possível evidenciar 
que nenhuma das amostras apresentou infiltrado inflamatório.  
Os espécimes do GC revelaram tecido ósseo neoformado maduro em toda extensão do 
defeito, sugerindo um reparo a partir da margem do defeito ósseo, onde foi observado um tecido 
ósseo mais organizado. Ainda, quando comparado ao tecido ósseo pré-existente, apresentou-se 
com trabéculas mais delgadas (Figura 2A e a). Achados semelhante do GC foram observados 
no PBM, sendo notada uma neoformação óssea ao longo de toda extensão do defeito, com fibras 
ósseas mais lamelares nas marginais. Além disto, notou-se trabéculas mais espessas, quando 
comparado com o GC (Figura 2B e b). 
Em adição, o BG revelou tecido ósseo neoformado, localizado principalmente nas 
bordas do defeito. Ainda, notou-se uma degradação do material devido ao formato do implante, 
mesmo que parcial. Observou-se também que a formação óssea se iniciava ao redor das 
partículas presentes de biomaterial. Adicionalmente, foi possível evidenciar a presença de 
tecido conjuntivo em toda extensão da lesão principalmente entre as partículas de biomaterial 
e as trabéculas ósseas. Além disso, as amostras apresentaram presença de tecido de granulação, 
com predomínio na região central do defeito (Figura 2C e c).  
Já em BG/PBM, foi observado uma degradação do biomaterial, no entanto, ainda era 
possível notar partículas de biomaterial em toda extensão do defeito. Em adição, houve 
neoformação óssea entre as partículas do implante de biomaterial. Assim como o BG apresentou 
tecido conjuntivo ao longo de toda extensão da lesão, e alguns pontos de tecido de granulação, 
especialmente no centro do defeito ósseo (Figura 2D e d). 
A partir dos espécimes de BG/COL, notou-se que o material havia sofrido degradação, 
porém, não houve uma formação óssea na mesma proporção que o material foi degradado. 
Assim, evidenciou-se uma neoformação mais acentuada nas marginais do defeito ósseo. Além 
disto, foi observado tecido conjuntivo por toda extensão do defeito (Figura 2E e e). O grupo 
BG/COL/PBM demonstrou uma alteração no formato do compósito de biomaterial, este fato 
pode ser relacionado com o início de uma degradação. A extensão do defeito ainda estava 
preenchida principalmente pelo implante e por tecido conjuntivo. Houve neoformação óssea 
























































Figura 2. Secções histológicas representativas dos grupos experimentais. GC (A, a); PBM (B, b); BG (C, c); 
BG/PBM (D, d); BG/COL (E, e); BG/COL/PBM (F, f). TG -tecido de granulação; ON – osso neoformado; OP – 
osso pré-existente; MR - material residual; seta – margem do defeito ósseo. Hematoxilina e eosina. Barra de escala 
= 2000 μm (obj. 2.5x) e barra de escala = 200 μm (obj. 20x).
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4.2 Análise morfométrica 
 
A Tabela 3 demonstra os resultados da análise morfométrica após 45 dias da realização 
do defeito ósseo. Nesta análise foi possível evidenciar um valor significativamente maior de 
fração de volume ósseo (BV/TV) para o GC quando comparado com o BG (p = 0,0025) e 
BG/PBM (p = 0,007). Além disto, notou-se uma maior degradação de biomaterial nos BG/COL 
e BG/COL/PBM em comparação com o BG/PBM (p = 0,0488; p = 0,0008, respectivamente) 
visto pelo volume de material por área de tecido (BM.V/TV). Quaisquer outras diferenças não 
foram observadas. 
 


















      
Média 49,5  33,4 8,2 12,4 20,2 21,0 




      
Média 210,3 152,5 118,3 92,8 123,8  119,4 




      
Média 15,9 15,1 6,3 15,8 10,9 6,7 




      
Média ̶ ̶ 3,3 6,1  1,7 0,3 
DP ̶ ̶ 2,0 2,3 1,4 0,2 
 
BV/TV = volume ósseo; N.Ob/T.Ar = número de osteoblastos; Ob.S/BS = superfície óssea ocupada por 
osteoblastos (Ob.S/BS); BM.V/TV = volume de biomaterial. DP = desvio padrão. ** CG vs BG, p = 0,0025; CG 













4.3.1.1 Análise qualitativa 
 
A imunoexpressão do marcador Runx-2 foi positiva para todos os grupos experimentais 
e está representada na Figura 3. A marcação do GC, assim como no grupo PBM foi observada 
especialmente em periósteo e osteócitos do tecido ósseo neoformado (Figura 3A, a, B e b).  
Através dos espécimes de BG, foi possível evidenciar a imunomarcação presente em 
tecido conjuntivo e em osteoblastos e osteócitos do tecido ósseo neoformado (Figura 3C e c).  
Ainda, para BG/PBM verificou-se imunoexpressão do marcador Runx-2 principalmente em 
matriz óssea, tecido conjuntivo e osteoblastos do tecido ósseo neoformado (Figura 3D e d). 
A partir das amostras de BG/COL e de BG/COL/PBM foi observada expressão do 
imunomarcador especialmente em tecido conjuntivo e osteoblastos do tecido ósseo neoformado 






























































Figura 3. Imuno-histoquímica de Runx-2. GC (A, a); PBM (B, b); BG (C, c); BG/PBM (D, d); BG/COL (E, e); 
BG/COL/PBM (F, f). Seta – imunocoloração com Runx-2. Barra de escala = 2000 μm (obj. 2.5x) e barra de escala 
= 200 μm (obj. 20x).
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4.3.1.2 Análise semi-quantitativa 
 
A análise de imuno-histoquímica semi-quantitativa para o marcador Runx-2 está 
representada na Figura 4. Após 45 dias da realização do defeito ósseo, foi possível evidenciar 
uma maior imunomarcação de Runx-2 nos grupos BG, BG/PBM e BG/COL, quando 
comparados com GC e PBM (CG vs BG, p = 0.021; CG vs BG/PBM, p = 0.0135; CG vs 
BG/COL, p = 0.002; PBM vs BG, p = 0.0135; PBM vs BG/PBM, p = 0.0087; PBM vs BG/COL, 




Figura 4. Média e desvio padrão da média dos escores da imuno-histoquímica de Runx-2. CG vs BG (p = 0.021); 
CG vs BG/PBM (p = 0.0135); CG vs BG/COL (p = 0.002); PBM vs BG (p = 0.0135); PBM vs BG/PBM (p = 

































4.3.2.1 Análise qualitativa 
 
A Figura 5 demonstra a análise qualitativa da imuno-histoquímica do marcador Rank-
L. Quarenta e cinco dias após a realização do defeito ósseo foi observada uma imunomarcação 
no GC principalmente em periósteo e osteócito do tecido ósseo neoformado (Figura 5A e a). Já 
no PBM foi possível verificar a marcação principalmente em periósteo (Figura 5B e b). 
Mediante as amostras do BG, BG/PBM e BG/COL evidenciou-se uma positiva 
marcação em tecido conjuntivo e tecido ósseo neoformado (Figura 5C, c, D, d, E e e). Os 
espécimes do BG/COL/PBM revelaram imunoexpressão do marcador Rank-L predominante 






























































Figura 5. Imuno-histoquímica de Rank-L. GC (A, a); PBM (B, b); BG (C, c); BG/PBM (D, d); BG/COL (E, e); 
BG/COL/PBM (F, f). Seta – imunocoloração com Rank-L. Barra de escala = 2000 μm (obj. 2.5x) e barra de escala 
= 200 μm (obj. 20x).
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4.3.2.2 Análise semi-quantitativa 
 
A Figura 6 representa a análise semi-quantitativa do marcador Rank-L. Nesta análise os 
grupos que apresentaram maior imunoexpressão para Rank-L foram BG/COL e BG/COL/PBM, 
quando comparados tanto com o GC, quanto com o PBM (CG vs BG/COL, p = 0,0014; CG vs 
BG/COL/PBM, p = 0,0011; PBM vs BG/COL, p = 0,0039; PBM vs BG/COL/PBM, p = 
0,0022). Outras diferenças significativas não foram observadas. 
 
Figura 6. Média e desvio padrão da média dos escores da imuno-histoquímica de Rank-L. CG vs BG/COL (p = 
0.0014); CG vs BG/COL/PBM (p = 0.0011); PBM vs BG/COL (p = 0.0039); PBM vs BG/COL/PBM (p = 0.0022). 








































 O presente estudo avaliou a resposta biológica dos biomateriais de BG e COL 
associados ou não à PBM no processo de reparo ósseo em modelos de defeito ósseo crítico na 
calvária de ratos. Hipotetizou-se que a inclusão do colágeno na composição dos implantes 
aumentaria o potencial osteogênico e que a combinação do uso de biomateriais com a PBM 
otimizaria o tratamento de fraturas ósseas de difícil consolidação. Os resultados obtidos 
mostraram neoformação óssea completa no PBM quando comparado com o GC de maneira 
qualitativa. Em adição, a degradação do biomaterial foi notoriamente maior no BG/COL e 
BG/COL/PBM, o que se confirma nas análises morfométricas, as quais indicaram um aumento 
significativo do volume de biomaterial no grupo BG/PBM comparado com as amostras que 
receberam implantes combinado de BG e COL. 
 A PBM desempenha um papel importante no aumento da neoformação óssea, sendo 
uma alternativa terapêutica para a otimização do tratamento de lesões envolvendo o tecido 
ósseo (FERNANDES et al., 2013; MEDALHA et al., 2016; SARVESTANI et al., 2017). Os 
resultados com PBM aplicada de maneira isolada no local da lesão, durante o processo de 
reparo, revelaram neoformação óssea por toda extensão do defeito, com trabéculas mais 
espessas se comparadas as amostras do GC, evidenciando assim, a eficácia do tratamento com 
PBM, o que já havia sido comprovado em pesquisas anteriores (TSCHON et al., 2015; 
FERREIRA et al., 2016; FREITAS et al., 2018). Acredita-se que a ocorrência desses achados 
esteja diretamente relacionada com o fato das propriedades osteogências da PBM serem 
eficientes no que tange acelerar a deposição e organização de tecido ósseo neoformado. Este 
fato corrobora com os achados da revisão sistemática realizada por Brassolatti et al. (2018), 
onde demonstraram que a utilização da PBM na maioria dos estudos avaliados revelou maior 
quantidade de osso neoformado, aumento da síntese de colágeno, e uma contribuição para o 
restabelecimento microvascular. 
Ainda, estudos mostram que a utilização da PBM em fraturas e defeitos ósseos é capaz 
de aumentar significativamente a expressão de genes osteogênicos, contribuindo para 
neoformação e reparo ósseo (TIM et al., 2015; SELLA et al., 2015). Além de acelerar o 
processo de reparo, Santinoni et al. (2017) avaliaram a promoção de efeitos analgésicos e 
capacidade de modular os efeitos inflamatórios com a utilização da PBM no pós-operatório em 
defeitos ósseos maxilofaciais em uma revisão sistemática de diversos estudos realizados com 
humanos. Fatos que corroboram com os resultados do presente estudo, no qual a partir das 
análises qualitativas observou-se imunomarcação de Runx-2 principalmente em osteócitos do 
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osso neoformado 45 após a lesão, e não foi evidenciada a presença de infiltrado inflamatório 
ou tecido conjuntivo nas amostras do PBM.  
Além disto, a aplicação de outros recursos para estimular o metabolismo ósseo vem se 
destacando no campo da engenharia tecidual, como a utilização de materiais bioativos, por 
exemplo, o BG (XYNOS et al., 2000; HENCH e POLAK, 2002; HENCH et al., 2004). O uso 
do BG com a finalidade de estimular a neoformação óssea é uma estratégia que vem sendo 
pesquisada por inúmeros autores (OONISHI et al., 2000; DAY et al., 2005; RAZAVI et al., 
2017). Há evidências de que estudos in vitro e in vivo observaram que os íons liberados (por 
exemplo, Ca, Si) durante a dissolução do Bioglass 45S5 induzem a angiogênese e 
neovascularização (DAY et al., 2005; GORUSTOVICH et al., 2010). Adicionalmente, foi 
demonstrado que a liberação controlada desses íons estimula a diferenciação de células-tronco 
da medula óssea em células osteoblásticas, contribuindo com a neoformação óssea (BOSETTI 
e CANNAS, 2005). Ainda, Oonishi et al. (2000) demonstraram que implantes de BG em um 
modelo de defeito ósseo crítico em fêmur de coelhos resultou em uma restauração 
significativamente mais rápida, com neoformação óssea 17 vezes mais avançada em 
comparação com a hidroxiapatita (HA), durante a primeira semana de pós-operatório. 
Apesar da eficácia do BG no processo de consolidação ósseo ter sido comprovado em 
diversos estudos (BOSETTI e CANNAS, 2005; GORUSTOVICH et al., 2010; BELLUCCI et 
al., 2017), as amostras avaliadas não revelaram neoformação óssea significativa, porém, o 
implante sofreu degradação e observou-se presença significativa de imunomarcação Runx-2. 
Dessa forma, acredita-se que com pesquisas envolvendo períodos maiores de pós-operatório se 
alcançaria os efeitos benéficos do vidro bioativo no processo de reparo ósseo. Tolli et al. (2010) 
observaram cicatrização óssea a partir de implantes de BG em fêmur de ratos após dez semanas 
de experimento. Estudo mais recente também demonstrou que o BG sustentou o crescimento 
ósseo e ainda foi integralmente biodegradado no período de 12 semanas dentro de um defeito 
femoral em coelhos (NOMMEOTS-NOMM et al., 2017).  
A combinação de BG e COL tipo I tem sido empregada em numerosos estudos para 
aplicações na engenharia de tecidos ósseos (SARKER et al., 2015). Enquanto os suportes de 
gel de colágeno puro são mecanicamente fracos para uso em aplicações de suporte de carga, a 
incorporação de uma fase inorgânica dentro da estrutura de colágeno mostrou reforçar 
estruturalmente as fibras de colágeno e melhorar significativamente as propriedades mecânicas 
de scaffolds baseados em colágeno (LONG et al., 2015; LEE et al., 2015). Alguns autores 
comprovaram a influência positiva da associação de BG e COL na composição de scaffolds 
para o processo de consolidação ósseo (SHARIF et al., 2016; NIJSURE et al., 2017). No estudo 
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de Sharif et al. (2016) foi proposto a confecção de scaffolds de BG e COL, resultados obtidos 
evidenciam que, esse material contendo íons de cobre na sua estrutura, promoveu um maior 
crescimento celular e fixação de osteoblastos, isso devido a maior porosidade alcançada com 
essa integração. A implementação do COL na composição dos implantes não resultou em maior 
neoformação óssea quando comparado com o tratamento de BG e BG/PBM, porém, notou-se 
que a associação dos biomateriais nos grupos BG/COL e BG/COL/PBM aumentou a 
degradação do material no local da lesão quando comparados BG e BG/PBM. Sugere-se que 
essa maior degradação do material, tenha relação com a alteração de pH causada a partir da 
adição do COL ao implante, pelo fato dos implantes de BG apresentarem uma alcalinização 
abrupta do meio, se comparado com aqueles contendo BG/COL. Ainda, é visto na literatura 
que a inclusão do COL causa um efeito protetor, produzindo um pH balanceado, com valores 
próximos ao fisiológico, o que pode criar um microambiente mais apropriado (KIDO et al., 
2018). Essa degradação é de suma importância, uma vez que, para a estimulação da 
neoformação óssea é necessária a reabsorção do material, ou seja, liberação do espaço (VAN 
DE WATERING et al., 2012). Desta forma, os achados nas amostras combinadas com COL 
são positivos, uma vez que agilizar a degradação do biomaterial pode acarretar no processo de 
consolidação ósseo acelerado à longo prazo. 
Em adição, apesar da repercussão positiva da PBM no reparo ósseo, curiosamente não 
se obteve a resposta esperada quanto a associação do recurso com o implante de biomaterial na 
estimulação do tecido ósseo. Na literatura ainda são questionáveis os resultados envolvendo a 
combinação dessas intervenções. Oliveira et al. (2012) compararam os efeitos do Biosilicato® 
associados ou não ao LLLT (830 nm; 100 mW; 120 J/cm²), no qual foi observado uma menor 
quantidade de deposição de tecido ósseo quando os recursos foram vinculados. Alguns autores 
comprovam a eficácia na consolidação de fraturas a partir da fusão das duas intervenções 
(PINHEIRO et al., 2013; FERNANDES et al., 2017). Os resultados do estudo de Fernandes et 
al. (2017) demostraram aumento da viabilidade das células osteoblásticas, a partir da associação 
de Biosilicato®/PLGA com o LLLT (808 nm; 30 mW; 30 J/cm²) em defeito ósseo tibial de 
ratos, indicando que ambas as terapias foram eficientes para estimular o metabolismo celular. 
Além disso, foi observado uma melhor degradação do material quando combinado a 
implantação do scaffold com a aplicação LLLT. 
A ausência de resultados positivos no presente estudo para a associação do BG e 
BG/COL com a PBM pode ser atribuída aos parâmetros utilizados durante a aplicação do 
recurso físico (808 nm; 100 mW; 30 J/cm²). Estudo de Brassolatti et al. (2018) mostra a partir 
de uma revisão da literatura a discrepância dos parâmetros de PBM utilizados no reparo ósseo, 
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o que dificultou a escolha do melhor protocolo para o tratamento desse tipo de lesão. Há 
pesquisadores que explicam os resultados ineficazes de algumas pesquisas a partir da dosagem 
excessiva utilizada, uma vez que, energia insuficiente ou tempo muito curto pode não surtir 
efeito sobre a patologia enquanto o inverso pode resultar em efeitos inibitórios. É necessário 
que haja um equilíbrio entre densidade de energia e tempo para se produzir um máximo efeito 
benéfico (HUANG et al., 2011).  
O aumento da atividade transcricional de Runx-2 é um pré-requisito para a transição de 
uma célula precursora mesenquimal para uma célula osteoprogenitora, ou seja, a presença desse 
imunomarcador é essencial para a diferenciação osteoblástica e pode indicar a presença de 
osteoblastos mais ativos, consequentemente neoformação óssea (KOMORI, 2010; MCGEE-
LAWRENCE et al., 2013; MAGRI et al., 2015). Ainda, a reabsorção e remodelação óssea 
realizada pelos osteoclastos também é necessária para um processo de cicatrização óssea de 
sucesso. Nesse contexto, Rank-L é conhecido como fator-chave para diferenciação e ativação 
dos osteoclastos (KEARNS, et al., 2008; ANANDARAJAH et al., 2009). No presente estudo, 
a análise imuno-histoquímica de ambos os marcadores, Runx-2 e Rank-L, revelou uma maior 
imunomarcação em todos os grupos experimentais que receberam implantes de biomaterial 
quando comparados com GC e PBM. A partir da expressão desses marcadores é possível 
identificar a absorção e remodelação da matriz óssea, uma vez que informam a atividade dos 
osteoblastos e osteoclastos, respectivamente, a interação dessas células garante o equilíbrio 
adequado entre o ganho e perda óssea (LEMAIRE et al., 2004). Dessa forma, é possível 
concluir que a implantação dos materiais bioativos estimulam células osteogênicas capazes de 
atuar no processo de regeneração óssea, sendo um importante resultado a ser considerado para 
casos onde haja complicações ou atrasos na consolidação de fraturas. 
Por mais que os efeitos benéficos da PBM de maneira isolada serem notórios nas 
amostras, com fechamento completo do defeito ósseo e formação de trabéculas mais espessas 
quando comparado ao GC, os efeitos sugeridos da PBM em associação com os implantes de 
biomateriais, não foram observados, mesmo que a aplicação de PBM não tenha prejudicado a 
implantação dos biomateriais. Dessa forma, é fundamental que mais estudos investiguem essa 
associação entre a PBM e os biomateriais com pesquisas utilizando diferentes parâmetros de 
tratamento e de longo prazo para fornecimento de informações adicionais, considerando 
principalmente a análise da resistência óssea dessa associação comparada com o grupo controle. 
O presente estudo não revelou o aumento do potencial osteogênico com a adição do 
colágeno, por outro lado, a associação dos biomateriais BG e COL acelerou a degradação dos 
implantes de biomaterial no local da lesão, o que também apresenta um efeito benéfico no 
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processo de consolidação, estimulando a neoformação óssea. Mais estudos investigando os 
efeitos do COL em implantes para modelo de defeito ósseo em calota craniana se fazem 
necessários, uma vez que, a localização do implante também reflete na degradação do material, 
pelo fato de serem expostos em diferentes ambientes se comparados com modelo de defeitos 
femorais, por exemplo. Os ambientes se divergem na natureza do carregamento biomecânico, 
fornecimento de nutrientes ao tecido, origem dos ossos, podendo também, desempenhar um 































 Com base nos achados do presente estudo, é possível concluir que a utilização da PBM 
para o tratamento de fraturas é um método eficaz, contribuindo com o processo de consolidação 
de defeitos ósseos. Ainda, pode-se concluir que a implantes de BG e COL auxiliam no processo 
de reparo ósseo, demonstrando elevado potencial osteogênico, visto no aumento da 
imunoexpressão de Runx-2 e Rank-L, sendo uma alternativa promissora em casos de difícil 
consolidação. Em adição, é possível destacar que os implantes de BG/COL apresentaram uma 
maior degradação, favorecendo a deposição de tecido ósseo neoformado. Curiosamente, a 
associação dos materiais à PBM não apresentou nenhuma interferência significativa no 
tratamento, seja otimizando ou prejudicando a consolidação óssea. Outros estudos com 
diferentes parâmetros para aplicação da PBM e com períodos experimentais mais longos devem 
ser realizados para fornecer informações adicionais sobre os últimos estágios da consolidação 
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8.1 Anexo 1 – Aprovação do comitê de ética 
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